非浸潤性乳管癌における性ステロイドホルモン局所濃度および合成/代謝酵素の発現についての検討 by 渋谷  里絵
非浸潤性乳管癌における性ステロイドホルモン局所
濃度および合成/代謝酵素の発現についての検討
著者 渋谷  里絵
学位授与機関 Tohoku University
URL http://hdl.handle.net/10097/34599
 1
博士論文 
 
 
 
非浸潤性乳管癌における性ステロイドホルモン局所濃度 
および合成／代謝酵素の発現についての検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院医学系研究科医科学専攻 
 病理病態学講座 病理診断学分野 
 
渋谷里絵 
 
 
 2
１ 要約 
性ステロイドはヒトの浸潤性乳管癌(IDC；invasive ductal carcinoma)の発育で
重要な役割をしている事が知られている。 しかし、IDCの先駆病変ともされている
非浸潤性乳管癌(DCIS；ductal carcinoma in situ)における性ステロイドの生物学的
／臨床的な意義に関してはまだ不明瞭な部分が多く残っており、これには DCIS組織
内の性ステロイド濃度の検索がまったくなされてない事も一因となっている。 そこ
で今回の研究では、私はまず DCIS内の estradiolと 5α-dihydrotestosteron (DHT)
の濃度を liquid chromatography / electrospray tandem mass spectrometryにて測
定した。 
DCISの腫瘍内 estradiolおよびDHT濃度はいずれも非腫瘍性の乳腺組織より 3
倍高値を呈しており、またエストロゲン産生酵素(aromatase, steroid sulfatase, 17β
-hydroxysteroid dehydrogenase type 1(17βHSD1))およびアンドロゲン産生酵素
(17βHSD5, 5α-reductase type 1(5αRed1))ともに real-time PCRおよび免疫組織
化学的解析にて DCIS内で高い発現が認められた。 腫瘍内のDHT濃度は DCISよ
りも IDC で有意に低く、癌細胞および腫瘍内間質細胞の aromatase mRNA 発現は
DCISよりも IDCの方で有意に高い値を示した。 DCIS症例での性ステロイド産生
酵素に対する免疫組織化学的検討では、5αRed1の発現動態が Ki-67 labeling index
および histological gradeと正相関しており、再発のリスクの上昇とも正相関を示し
た。 
 以上今回の私の研究の結果、estradiolおよび DHTが DCIS組織内でも産生され
る事によって、これら性ステロイドの DCIS組織内濃度が増加する可能性が示唆され
た。 従って、estradiolおよび DHTは浸潤癌同様にヒト乳癌 DCIS病変の発達／進
展にも重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
 
２ 研究背景 
  乳癌は女性の悪性新生物の中では世界的に最も発症頻度が高い癌の一つであり、
本邦でもこの傾向は近年顕著に見られるようになってきている。 特に最近の２０年
間で、集団検診などでマンモグラフィなどの画像診断を用いたスクリーニングが多く
の婦人に対して行なわれるようになり、非浸潤性乳管癌(DCIS；ductal carcinoma in 
situ)と診断される患者数が著明に増えてきている。 国際的に、現在では乳癌として
見つかる患者の約 20％を DCIS が占めるようになってきている 1)2)3)。 このDCIS
は浸潤性乳管癌(IDC；invasive ductal carcinoma)の先駆病変とも考えられており、
DCIS と診断された患者で IDC が発生する頻度は健常な女性の 4～10 倍と報告され
ている 4)5)。 従って、このように発生頻度が本邦でも顕著に増加しているDCIS の
臨床／生物学的動態を知る事が、乳癌の発生、発展を正しく理解するにあたり極めて
重要である。 
  乳腺が性ステロイドの標的臓器であることはよく知られている。 性ステロイド
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の中でも特にエストロゲンは IDC の発生／進展過程で極めて重要な役割を果たして
おり 6)、近年では tamoxifen などの抗エストロゲン剤やアロマターゼ阻害剤、
luteinizing hormone releasing hormone (LH-RH) agonistが腫瘍内のエストロゲン
作用を遮断する目的で IDC 患者に内分泌療法として広く処方されてきている。 
DCIS においても大部分の症例では性ステロイドレセプター (estrogen(ER), 
progesterone(PR), androgen(AR) receptors)が発現していることは従来からよく知
られており 2)7)8)9)10)11)、DCISでも多くの IDC症例と同様に性ステロイドホルモンが
何らかの生物学的役割を果たしている事が想定される。 実際にthe National 
Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) P-1 trialにて tamoxifenが非浸潤性乳癌
のリスクを 50%下げると報告されており 12)、NSABP B-24 trial では adjuvant 
tamoxifen therapyが ER陽性のDCISに臨床的効果があり非浸潤癌の再発率を 27%
下げると報告もされている 13)。 このようにエストロゲン作用を遮断するとDCIS
の発生は明らかに低下する事が種々のデータから明らかになりだして来ており、乳癌
の化学的予防に関する重要な裏付けデータの一つとなっている。 
 ところで、生物学的に活性を持つエストロゲンであるestradiol の濃度は形態的
に正常な乳腺組織よりも IDC内で優位に高くなっており 14)、estradiolは血中を循環
している不活性ステロイドから種々のエストロゲン産生酵素によって IDC 組織内で
“Intracrine 機構”により局所合成されると考えられている(図 1 参照)15)。 この
Intracrine機構は、血液中のエストロゲン濃度が顕著に低下する閉経期以降の婦人で
エストロゲン依存性の乳癌がより多く発生してくる事実に対する大きな理由の一つ
であり、この Intracrine機構に基づき開発され投与されるアロマターゼ阻害剤は閉経
期以降のエストロゲン依存性の乳癌における現在もっとも有効な内分泌療法となっ
ている。 このIntracrine機構を理解するには、乳癌組織の中でどのようなエストロ
ゲン合成／代謝酵素が発現し、病変内でエストロゲンがどのように産生されどのよう
に代謝されるのかという事を理解するのが極めて重要になる。 DCIS でも
aromatase および 17βHSD1 の免疫学的な局在は既に報告されており 16)17)18)、IDC
同様に性ステロイドが局所合成されている可能性が強く示唆されている。 しかし、
実際にエストロゲン合成／代謝酵素が発現していても本当に病変組織内のエストロ
ゲン濃度が亢進しているのかどうかを知る事が極めて重要であるのだが、DCISにお
いてはこの局所性ステロイド濃度を測定した研究は未だになく、IDC同様に本当に組
織内でエストロゲン濃度が亢進しているのかどうかは未だ不明である。 すなわちこ
れらDCIS病変内で発現している種々の合成／代謝酵素には本当に意義があるのかど
うかは今までよく知られてこなかった。 更にDCISにおけるアンドロゲン合成酵素
の発現に関する情報も未だ得られてはいない。 DCISにおける性ステロイドの臨床
的・生物学的動態に関して得られる情報は現在非常に限られており、IDCに比べて不
明瞭な部分が多く残されている。 
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３ 研究目的 
 今回の研究で、私はまずDCIS における estradiol および DHT の腫瘍内濃度と
性ステロイド産生酵素の発現を検索し、それらの結果を非腫瘍性の乳腺組織や IDC
と比較検討した。 さらに、性ステロイド産生酵素の免疫学的な局在と臨床病理学的
な因子との関連を 83件の純粋な DCIS症例にて検討し、性ステロイドの DCISにお
ける意義に関して更に検討を加えた。 
 
 
４ 研究方法 
Ⅰ 患者・組織（表１参照） 
東北大学病院および東北公済病院にて 2001-2004 年の間に外科的切除された
女性の乳腺組織より DCIS12 症例、IDC12 症例を選択した。 また、total 
mastectomyを受けた IDC12件中 8件より、非腫瘍性の乳腺組織を得た。 これら
の組織において一部をステロイド抽出および RNA 分離用に snap frozen・－80℃
で保存し、また免疫組織化学検索用に一部を 10%ホルマリン固定・パラフィン包埋
処理した。 病理組織の悪性度分類に関しては、DCIS は the Van Nuys 
classification19)、IDCは Elston & Ellis変法 20)にて評価した。 東北大学病院およ
び東北公済病院いずれの症例においても、研究目的での使用に際して患者の同意を
得た。 
  また、免疫組織化学用に 1990-2005年の間に東北大学病院にて外科的切除され
た pure DCIS検体を 83件使用した。 これらの患者の平均年齢は57.0歳(30-80)
で、いずれも術前に放射線化学療法やホルモン療法は受けていなかった。 この内
78件にて術後経過データが得られ、そのフォローアップ期間は平均 54ヶ月(8-117
月)であった。 いずれの検体にも10%ホルマリン固定およびパラフィン包埋処理
を行った。 
  以上の全ての症例・検体の使用に関して、倫理委員会の承認を受けた(東北大
学：受付番号 2005-178, 2005-68／東北公済病院：平成 17年 8月 5日承認)。 
 
Ⅱ  Liquid chromatography / electrospray tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS) 
DHT および estradiol の濃度測定を LC-MS/MS 解析(Teizo Medical Co. 
Kawasaki, Japan)にて行った。 乳癌組織(それぞれ 32-89mg)を 1ml の蒸留水で
均質化し、100pg の Estradiol-13C4 (Hayashi Junyaku, Tokyo, Japan)ないし
DHT-2H3 (CDN Isotope, Quebec, Canada)を加えた後、diethyl ether にて
homogenate よりステロイドを抽出した。 分離した有機層を蒸発させた後、それ
らを picolinic anhydride を入れた tetrahydrofran(THF)溶液 100μ l と
triethylamine20μ l の混合液に溶解し、Bond Elut C18 column に入れ、
80%acetonitrile溶液でステロイド誘導体を溶出した。 そして誘導されたDHTお
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よび estradiol を LC 溶媒 (Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, 
Germany) に溶解した。 
     LC と API 4000 triple-stage quadrupole mass spectrometer(Applied 
Biosystems, Ontario, Canada)を組み合わせ、electoron spray ionizationで陽イオ
ン化し、Cadenza CD-C18 colum(3X150mm, 3.5μm, Imtakt, Kyoto, Japan)にて
クロマトグラフィ分離した。 注入量は20μlで、mobile phaseは溶剤 A(0.1%ギ
酸)および B(acetonitrile)を使用して 0.4ml/minで導出し、total run timeは 10分
とした。 初期段階ではA＆B合剤(30:70)を使用し、注入後は 100%B溶剤に 4分
で直線的に変化させていき、3分間維持(0.05分で初期の割合に戻り、2.95分間維
持)した。 貯留時間はestradiol では 5.3分、DHTでは 5.8分で、イオン化環境
は 4.5kV、450℃とした。 
   estradiolおよび DHTの最少検出量はともに 0.2pgであり、変動係数は 20%を
越えなかった。 
 
Ⅲ Real-time poly,merase chain reaction (real-time PCR) 
     TRIzol試薬(InVitrogen Life Technologies, Inc.)にて total RNAを抽出し、
reverse transcription kit (SUPERSCRIPT II Preamplification system 
(Gibco-BRL)) にて cDNA合成を行った。 Real-time PCRのmRNA発現レベル
の半定量には Light Cycler System (Roche Diagnositics GmbH, Mannheim, 
Germany) を使用した(primer sequenceはそれぞれ表２を参照)。 温度環境に関
しては、初期変性 95℃10分、増幅サイクル 40回を 95℃で 10秒、annealingには
それぞれ 60℃(17βHSD1)、64℃(17βHSD5, STS)、68℃(aromatase, 5αRed 
type1(5αRed1), 5αRed2, ribosomal protein L13a(RPL13A))で 10 秒とし、
elongation を 72℃12 秒とした。 ステロイド産生酵素のmRNA レベルは、
RPL13Aの割合(％)と同様にまとめた。 
 
Ⅳ Laser capture microdissection (LCM) / real-time PCR for aromatase 
  非腫瘍性乳腺組織7件、DCIS8件、IDC9件を LCM / real-time PCRで解析し
た。 LCMは Laser Scissors CRI-337 (Cell Robotics Inc, Albuquerque, NM, USA) 
を用いて行い、乳腺凍結組織片から癌細胞ないし腫瘍内間質細胞をそれぞれ約 5000
個ずつ採取した。 Real-time PCRは上記Ⅲと同様に行った。 
 
Ⅴ 免疫組織化学 
   抗体の情報は、STS, 17βHSD1, 17βHSD5, 5αRed1, 5αRed2に関しては表
２にまとめてある。 他のモノクロー ナル抗体に関しては、市販抗体 ERα
(ER1D5)(Immunotech (Marseille, France)), PR(MAB429)( Chemicon (Temecula, 
CA, USA)), AR(AR441)( DAKO (Carpinteria, CA, USA)), Ki-67(MIB1)( DAKO 
(Carpinteria, CA, USA))を使用し、Histofine Kit (streptavidin-biotin 増幅法 
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(Nichirei, Tokyo, Japan))にて免疫染色を行った。 ERα, PR, AR, Ki-67の抗原賦
活化には、クエン酸緩衝液を用いてオートクレーブで 120℃5分の熱処理を行った。
希釈倍率はそれぞれ以下の通りである。[aromatase；1/6000, STS；1/9000, 17β
HSD1；1/500, 17βHSD5；1/1000, 5αRed1；1/1000, 5αRed2；1/1000, ERα；
1/50, PR；1/30, AR；1/100, Ki-67；1/50] 
    抗原－抗体複合体の発色には3.3'-diaminobenzidine (DAB)溶液 (1mM DAB, 
50mM Tris-HCl buffer (pH7.6), 0.006% H2O2)を使用した。 
    ステロイド産生酵素は細胞質に検出されるため、10%以上の癌細胞に認められ
るものを陽性とした。 ERα,PR,AR,Ki-67は核に検出され、labeling index (LI；
陽性細胞の割合(%))で評価した。 
 
Ⅵ 統計解析 
    2グループ間の解析にはMann-Whitney’s U testを使用し、P-values 0.05未
満で有意差ありとした。 2 グループ間の relative ratio はそれぞれの中央値で評
価した。 生存曲線はKaplan-Meier法にて作成し、log-rank testにて統計学的評
価を行った。 
 
 
５ 研究結果 
Ⅰ 性ステロイドのDCIS腫瘍内濃度(LC-MS/MS) 
    Estradiol濃度の中央値(min-max)は、非腫瘍性乳腺組織で 16(5-83)pg/g、DCIS 
で 52(10-494)pg/g、IDC で 206(11-1586)pg/g であり、DCIS 症例が非腫瘍組織よ
り 3.3倍有意に高値(P=0.048)であった(図 2A参照)。 IDCでは DCISの中央値の
4.0倍高かったが、統計学的に有意差は認められなかった (P=0.20)。 
  DHT 濃度の中央値(min-max)は、非腫瘍組織で 100(63-128)pg/g、DCIS で 
323(140-1593)pg/g、IDCで 162(41-990)pg/gであり、DCISにて非腫瘍組織(P=0.03, 
3.2倍)および IDC(P=0.04, 2.0倍)よりも有意に高値を示した(図 2B参照)。 
   Estradiol の DCIS 腫瘍内濃度は、閉経前(93(10-494)pg/g (n=5))にて閉経後
(42(13-70)pg/g (n=7))の 2.2 倍高値であったが、有意差は認められなかった 
(P=0.46)。 また、DCIS症例での組織内 DHT濃度も閉経前 260(253-380)pg/gと
閉経後 326(140-1593)pg/gとで有意差は認められなかった(P=0.52)。 
 
Ⅱ DCISの性ステロイド産生酵素のmRNA発現 の検討 
表３に結果をまとめてあるが、aromatase(P=0.03, 4.0倍), STS(P=0.01, 9.5倍), 
17βHSD1(P=0.04), 17βHSD5(P=0.01, 18倍), 5αRed1(P=0.02, 5.1倍)のmRNA
発現量は非腫瘍性乳腺組織よりも DCISの方ですべて有意に高い値を示した（括弧
内の倍数は非腫瘍性乳腺組織よりも DCIS症例が何倍高いかを示している）。 5α
Red2のmRNAレベルは少量であり、DCISと非腫瘍組織間で有意差は認められな
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かった(P=0.67)。 AromataseのmRNA発現量は DCISよりも IDC症例で有意に
高値を示した(P=0.046, 5.9倍)が、他の性ステロイド合成酵素の発現量は DCISと
IDC症例との間で有意差はみられなかった。 
ヒト乳癌組織中には癌細胞の他に種々の割合で間質細胞が混在しており、
Aromataseはヒト乳癌組織内の癌細胞と間質細胞とに局在しているため 21)、LCM / 
real-time PCRを用いて各々の細胞分画の aromatase mRNA発現を検索した。 図
3A にて示すように、上皮細胞成分における aromatase mRNA 中央値(min-max)
は、非腫瘍性乳腺組織では 0.00(0.00-0.30)x10-2%、DCIS の癌細胞では 
0.06(0.00-0.29)x10-2%、IDCの癌細胞では 1.00(0.01-3.00)x10-2%であり、IDCの方
が非腫瘍組織(P=0.01)および DCIS(P=0.03)よりも有意に高値を示した。 加えて
図 3B に示すように、間質細胞における aromatase mRNA は、非腫瘍組織で
0.00(0.00-0.04)x10-2% 、 DCIS で  0.04(0.00-0.10)x10-2% 、 IDC で は
4.00(1.00-6.23)x10-2%であり、上皮細胞成分同様に IDC の方が非腫瘍組織
(P=0.001)および DCIS(P=0.001)よりも有意に高値であった。 なお、aromatase
以外の性ステロイド合成酵素は癌細胞に限局して発現しているため 15)、癌細胞と間
質細胞を分けての評価は行わなかった。 
 
Ⅲ DCISにおける性ステロイド産生酵素の免疫組織化学 
    Aromatase の癌細胞胞体における陽性所見は DCIS83 件中 45 件に認められ
(54%)、いくつかの腫瘍内間質細胞でも aromatase蛋白が検出された(図 4A,4B)。 
他の性ステロイド合成酵素はいずれも癌細胞でのみ検出され、陽性検体数と陽性率
は以下の通りであった(図 4C-4F)。[STS;45/83(54%), 17βHSD1;54/83(65%), 17β
HSD5;59/83(71%), 5αRed1;52/83(63%), 5αRed2;13/83(16%)] 
    性ステロイド産生酵素の免疫反応性と臨床病理学的因子との相関を表４およ
び表５にまとめている。 エストロゲン産生酵素の中では、STSが the Van Nuys 
classificationと有意な相関を示したが (P=0.01)が、aromataseおよび 17βHSD1
には臨床病理学的因子との間に有意な相関は認められなかった(表４)。 アンドロ
ゲン産生酵素では、5αRed1 は the Van Nuys classification(P=0.001)および
Ki-67LI(P=0.02)と正相関を示す一方で、17βHSD5 には臨床病理学的パラメータ
との間に有意な相関は認められなかった(表５)。 また、5αRed2陽性所見と臨床
病理学的因子との間に有意な相関関係は認められなかった。 なおDCISにおいて、
これら 5つの酵素の発現動態間に有意な相関関係は認められなかった。 
    図5に示すように、78件の DCIS症例における検討にて、5αRed1の免疫活
性は再発リスクの上昇と相関していた(5αRed1 陰性乳癌症例では再発がなかった
ため、P valueは得られなかった)。 一方で、他のステロイド産生酵素の免疫反応
性と再発リスクとの間には有意な相関は認められなかった。 
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６ 考察 
  今回の検討はDCISにおける局所性ステロイド濃度を検索した初めての研究であ
る。 なおIDC 症例での研究において、腫瘍から充分に離れた組織学的に‘正常’
な部位では腫瘍やその周辺組織に比べてエストロゲン濃度および合成酵素の発現レ
ベルが優位に低いことが既に報告されているため 14)、今回の検索で用いた担癌患者か
ら採取された非腫瘍性検体でも非腫瘍性あるいは正常乳腺組織として乳癌組織との
比較検討には使用可能であると判断した。 Estradiol および DHT 組織内濃度の中
央値は非腫瘍性乳腺組織よりも DCIS で有意に高く、またエストロゲン(aromatase, 
STS, 17βHSD1)およびアンドロゲン(17βHSD5, 5αRed1)産生酵素のmRNAレベ
ルは非腫瘍組織よりも DCIS症例で有意に高いという結果も認められた。 Oliveira
ら 17)は 70%の DCIS症例で癌細胞および間質細胞に aromataseの陽性所見を呈した
と報告しており、Arigaら 18)は DCIS症例の 63%に 17βHSD1が陽性であったとも
報告している。 今回の研究ではaromataseは 54%、17βHSD1は 65%の DCIS症
例に陽性であり、上述の従来の研究報告と矛盾しない結果を示した。 一方で、DCIS
における STS,17βHSD5,5αRed 発現に関する研究報告は今まで全くなされてはい
ない。 今回の私の研究結果ではDCISにおけるSTS, 17βHSD5, 5αRed1, 5αRed2
の陽性所見はそれぞれ 54%, 71%, 63%, 16%であり、これらの割合は Suzukiらの研
究 15)における IDCでの酵素発現と極めて類似している (それぞれ 59-88%, 53%, 58%, 
15%)。 尚、5αRed2 発現が非常に低いことから、IDC における 5αRed 活性は主
として 5αRed1から構成されている可能性が高い 15)。 尚、図１に示した Intracrine
機構において、17βHSD1および 17βHSD5の逆転換酵素として 17βHSD2が、STS
の逆転換酵素として estrogen sulfotransferase (EST)が知られている 15)。 これら
17βHSD2と ESTはいわば性ステロイド分解酵素と位置づけられるが、このうち 17
βHSD2 に関しては IDC,DCIS ともに癌細胞での発現がほとんどみられないことが
既に報告されている 18)43)。 一方ESTに関しては、癌細胞のみならず正常な乳管上
皮細胞にも発現が認められ、また IDCでの研究にて ESTの免疫反応性と乳癌リスク
の減少とは相関するが ER発現との相関はみられないと報告されており 44)、癌組織中
の Intracrine機構での役割には未だに検討の余地が残っている。 今回の研究では、
IDC 同様に DCIS でも estradiol および DHT の腫瘍内濃度が上昇しており、DCIS
においても IDC と同じように性ステロイド産生酵素によって血中の不活型ステロイ
ドから estradiol, DHT が局所合成されていることが示唆された。 また、estradiol
の DCIS腫瘍内濃度に閉経前と閉経後とで有意差が認められなかった事から、閉経後
の IDCにてestradiol濃度の高値が認められたという報告 14)と同様に、閉経後のDCIS
でも estradiol の局所合成が行われていると考えられた。 DCIS の発育はアロマタ
ーゼ阻害剤 (letrozole, anastrozoleなど)によって抑制されると Faratianらが報告し
ており 22)、今後抗エストロゲン剤やアロマターゼ阻害剤、LH-RH agonistなどの内
分泌療法が特定のDCIS患者にも臨床的に効果的となる可能性があると考えられるが、
治療効果に関しては今後の更なる検討も必要と考えられた。 
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今回の私の研究では、DCIS症例でも aromatase mRNAは癌細胞と腫瘍内間質
細胞の両方に検出され、いずれの発現レベルも DCIS より IDC で有意に高かった。 
従来の in vitro 研究 23)24)25)26)にて、乳癌細胞が様々なアロマターゼ発現誘導因子
(prostaglandin E2, interleukin(IL)-1,IL-6, IL-11, tumor necrosis factorα )を分泌
することが報告されてきた。 一方Rydeら 27)や Zhangら 28)の研究により、いくつ
かの外因性の成長因子  (epidermal growth factor, transforming growth factor, 
keratinocyte growth factor)がMCF-7乳癌細胞にてアロマターゼ活性を刺激するこ
とも知られている。 また、Mikiら 21)はMCF-7乳癌細胞の aromatase mRNAレベ
ルおよび酵素活性が、乳癌組織から分離された間質細胞との共同培養にて著しく上昇
したと報告している。 従って、DCISにおけるアロマターゼ発現も一部は腫瘍－間
質間の相互作用によって調節されていることが示唆され、これらの相互作用は癌細胞
の間質への浸潤によってさらに増進している可能性があると考えられる。 
Recchioneら 29)やMistryら 30)が報告したように IDCにおける腫瘍内DHTレベ
ルは testosteroneレベルに相関しており、testosterone は DHT前駆物質とみなされ
ている。 図1 に示すように aromatase は androstenedion→estrone および
testosterone→estradiolの転換をそれぞれ触媒している。 Spinolaら 31)は、ラット
による研究でアロマターゼ阻害剤によって腫瘍内 testosterone 濃度が著明に上昇す
ると報告しており、それに加えて Sonne-Hansenと LykkesfeldtのMCF-7細胞によ
る研究 32)では、aromatase は testosterone をよりその基質として使用するという事
も報告されている。 更にSuzuki ら 33)は、IDC における aromatase 発現は腫瘍内
の DHT 濃度と逆相関し、aromatase は androstendione からの DHT 合成を抑制す
ると報告している。 これらの研究報告から、aromatase はヒト乳癌における局所
DHT産生の negative regulatorであることも示唆される。 今回の研究では腫瘍内
DHT 濃度は DCIS よりも IDC で有意に低く、aromatase 発現は DCIS よりも IDC
で有意に高くなっていた。 一方アンドロゲン産生酵素の発現レベルはDCISと IDC
間で有意差はみられなかった。 従って、IDC症例で aromataseが顕著に発現する
事によりアンドロゲンからエストロゲンへの転換が増加した結果、腫瘍内 DHT濃度
が減少した可能性があると今回の研究結果からは示唆された。 
いくつかの in vitro研究 34)35)36)にて、DHTは乳癌細胞の増殖を阻害することが
示されている。 更にKandouzらの研究 37)では、乳癌細胞で DHTがアポトーシス
を誘導すると報告されており、Dauvoisら 38)による ZR75-1細胞を注入した無胸腺マ
ウスの研究では、DHT治療によって腫瘍量が急速に減少したと報告されている。 し
かしこの DHTの乳癌に対しての作用に関しては多くの論議がある事も事実である。  
例えば、Birrell ら 39)は DHT および mibolerone(代謝されないアンドロゲン)が
MCF-7,MDA-MB-453 細胞の増殖を増やすと報告しており、Zhang ら 40)は
DHT-bezonate(DHT-B)がマウスの乳管細胞の増殖を促し、その効果は estradiolより
弱いにもかかわらず、estradiolと DHT-Bの両者併用療法ではそれぞれ単独で使用し
た時に比べて乳管と腺房の著明な過形成を呈したと報告している。 私の今回の研究
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では、5αRed1の発現動態が Ki-67および the Van Nuys classificationと有意に相関
しており、再発リスクの増加とも有意に相関していた。 Vandesompele ら 41)は、
Ki-67抗体は G0期以外の全ての腫瘍細胞で認められ、Ki-67 LIは特に S期の細胞お
よび核分裂指数とに密接に関連すると報告している。 The Van Nuys classification
は DCISの重要な予後因子として知られており、Silversteinら 19)は DCIS患者の乳
房温存術後の再発率を Group 1では 4%、Group 2では 11%、Group 3では 27%と報
告している。 DCIS における ER,PR 発現は組織学的分化度や核グレードと逆相関
すると報告されているが 7)8)、DCISにおける AR発現は ERとは相関せず 11)、低分化
な DCISでもかなりの割合で ER-/PR-/AR+となることも報告されている 9)。 これら
の報告や私の今回の研究結果から、DHT が DCIS の発育に関与している可能性も示
唆されるが、現在のところ DCISにおけるアンドロゲン作用に関する情報は十分に得
られておらず、今後のさらなる研究が必要と考えられた。 
 
 
７ 結論 
腫瘍内 estradiol および DHT 濃度は非腫瘍性乳腺組織よりも DCIS で有意に高
く、エストロゲン産生酵素(aromatase, STS, 17βHSD1)およびアンドロゲン産生酵
素(17βHSD5, 5αRed1)はすべてDCISの多くの症例で発現していた。 腫瘍内DHT
濃度は DCISよりも IDCで有意に低く、aromatase mRNA発現は IDCで有意に高
かった。 この事からIDCでは組織内 DHTが aromataseによりエストロゲンに効
率よく転換されているが、DCIS では aromatase の発現程度が IDCよりも低いため
に DHT の濃度が高くなっているという可能性が示唆された。 このDHT の DCIS
における作用を今後更に検討していく重要性が今回の私の研究成果からは考えられ
た。 また免疫組織化学で検討したDCISにおける 5αRed1の陽性所見は、Ki-67 LI、
histlogical gradeおよび再発リスクの上昇と相関していた。 今回の私の研究結果か
ら、DCISでも腫瘍内でのステロイド局所合成により estradiolおよび DHTの濃度が
上昇している可能性が示された。 DCISの多くの症例では ERや ARを腫瘍細胞で
発現しており、estradiol, DHTいずれも DCISの発育に重要な役割を果たしているの
ではないかと私は考えた。 
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図 1. ヒト浸潤性乳管癌(IDC)における性ステロイドの腫瘍内局所合成の概要。 
STS; steroid sulfatase, 17βHSD1; 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1, 
17βHSD5; 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 and 5αRed1; 5α-reductase 
 
図 2.  非腫瘍性乳腺組織(normal)、DCIS、IDCにおける estradiol (A)およびDHT (B)
濃度。 灰色のボックスが25-75%を示しており、ボックス内の線は中央値。 ボッ
クス上下の線は、それぞれ 90%と 10%を示している。DCIS、IDC 間の統計解析は
Mann-Whitney’s U testで行い、P-value 0.05未満を有意（太字）とした。 
 
図 3.  非腫瘍性乳腺組織(normal)、DCIS、IDCにおける aromatase mRNA発現。
上皮細胞(A)、間質細胞(B)。normal組織における上皮細胞と間質細胞、DCISおよび
IDC における癌細胞と腫瘍内間質細胞は、いずれも LCM によって別々に集めた。2
グループ間の統計解析はいずれもMann-Whitney’s U testで行い、P-value 0.05未満
を有意（太字）とした。 
 
図 4. DCIS における aromatase (A, B), STS (C), 17βHSD1 (D), 17βHSD5 (E),  
5αRed1 (F)の免疫染色。 Aromatase の免疫活性は主として癌細胞の細胞質に認め
られる (A)が、腫瘍内間質細胞の一部にも陽性となる(*) (B)。 STS, 17βHSD1, 
17βHSD5, 5αRed1の免疫活性は癌細胞の細胞質に認められる。 Bar = 100 µm. 
 
図 5. DCIS症例(78件)における 5αRed1の免疫活性と disease-free生存曲線との関
係(Kaplan-Meier法) 
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表1. 症例の背景 
 
永久標本のpure-DCIS検体（83件）    外科的切除されたDCIS検体（12件） 
 
年齢* (年)        57.0 (30 – 80)              56.0 (42-72) 
 
閉経 
 閉経前            27                       5 
 閉経後            56                       7 
 
Van Nuys classification 
 Group 1         27 
 Group 2         40 
Group 3         16 
 
*; LI中央値(min – max(%))をMann-Whitney’s U testにて解析。 
 
 
表2.  real-time PCR解析におけるprimer sequencesのまとめ  
 
 
cDNA (Gene symbol; Accession no.)  Sequence (Position in cDNA)      Size (bp)  参照 
 
Aromatase* (Aromatase; X13589)   FWD: 691-712, REV: 786-806     116   
 
STS* (STS; M16505)          FWD: 1,550-1,569, REV: 1,683-1,702   153  
 
17βHSD1* (HSD17B1; NM000413)   FWD: 1,300-1,321, REW: 1,604-1,625   326    
 
17βHSD5* (AKR1C3; NM003739)  FWD: 969-992, REV: 1,052-1,071    103  
 
5αRed1* (SRD5A1; NM001047)   FWD: 658-677, REV: 796-815     158   
 
5αRed2 (SRD5A2; NM000348)   FWD: 500-520, REV: 794-814     315    Suzukiら42) 
 
RPL13A (RPL13A; NM012423)    FWD: 487-509, REV: 588-612     125    Vandesompeleら41) 
 
*; Oligonucleotide primers used in this study were designed in the different exons. 
  
表3. 非腫瘍性乳腺組織, DCIS, IDCにおける性ステロイドmRNA発現 
 
 
 
酵素       mRNA発現レベル(中央値 (min - max)) (%)            P value    
 
       Normal (n = 8)  DCIS (n = 12)    IDC (n = 12)    DCIS vs. Normal  DCIS vs. IDC 
 
エストロゲン産生酵素 
Aromatase   3.5 (0.0 – 8.0)   14.1 (1.5 – 113.3) 82.5 (0.0 – 528.5)    0.03      0.046 
STS      0.4 (0.0 – 1.5)   3.8 (0.0 – 93.1)  13.6 (0.3 – 241.3)    0.01      0.13 
17βHSD1   0.0 (0.0 – 0.5)   0.6 (0.0 – 4.0)   1.5 (0.0 – 3.9)      0.04      0.07 
 
アンドロゲン産生酵素 
17βHSD5   0.6 (0.0 – 3.1)   10.8 (1.0 – 57.3)  10.9 (0.0 – 39.6)     0.01      0.91 
5αRed1    11.5 (0.0 – 19.8)  58.6 (3.0 – 223.6) 34.2 (0.0 – 438.4)    0.02      0.60 
5αRed2    0.0 (0.0 – 15.9)  0.2 (0.0 – 49.0)  0.2 (0.0 – 58.8)     0.67      0.83 
 
 
Normal; 非腫瘍性乳腺組織 
2グループ間の統計解析はMann-Whitney’s U testで行い、P-value 0.05未満を有意(太字)とした。 
ステロイド産生酵素の mRNAレベルは RPL13Aの割合(%)と同様にまとめた。  
 
  
表4. DCIS83件におけるエストロゲン産生酵素の免疫反応性と臨床病理学的パラメータとの関係 
 
 
 
Value          Aromatase免疫反応性   P value       STS免疫反応性    P value 
 
+ (n = 45)  - (n = 38)           + (n = 45)  - (n = 38) 
 
 
年齢* (年)     60 (34 – 80)  56 (30 – 77)  0.37      54 (34 – 77) 61 (30 – 80)  0.43   
 
閉経 
 閉経前       13 (16%)   14 (17%)           16 (19%)   11 (13%)    
 閉経後       32 (39%)   24 (29%)    0.59      29 (35%)   27 (33%)    0.68   
 
Van Nuys classification 
 Group 1     14 (17%)   13 (16%)           8 (10%)   19 (23%)        
 Group 2     21 (25%)   19 (23%)           25 (30%)   15 (18%)      
Group 3     10 (12%)   6 (7%)    0.75      12 (14%)   4 (5%)    0.01   
 
ERα LI*      69 (0 – 97)  82 (0 – 97)   0.20       67 (0 – 96)  80 (0 – 97)   0.13    
 
PR LI*      52 (0 – 92)  33 (0 – 91)   0.12      33 (6 – 92)  47 (0 – 93)   0.63   
 
AR LI*      56 (0 – 97)  55 (5 – 94)   0.54      53 (0 – 93)  59 (4 – 97)   0.39   
 
Ki-67 LI*     16 (2 – 35)  13 (2 – 35)   0.22      17 (2 – 35)  12 (2 – 32)   0.23  
 
 
 
 
 
表4 (続き). 
 
 
 
Value         17βHSD1 免疫反応性     P value 
 
+ (n = 54)  - (n = 29)   
 
 
年齢* (年)      57 (30 – 80)  61 (34 – 77)   0.70 
 
閉経 
 閉経前        14 (17%)   13 (16%) 
 閉経後     40 (48%)   16 (19%)     0.08 
 
Van Nuys classification 
 Group 1     17 (20%)   10 (12%) 
 Group 2     26 (31%)   14 (17%) 
Group 3     11 (13%)   5 (6%)      0.93 
 
ERα LI*      78 (0 – 97)  66 (4 – 94)    0.13 
 
PR LI*      38 (0 – 93)  31 (0 – 92)    0.60 
 
AR LI*      56 (2 – 97)  55 (0 – 93)    0.86 
 
Ki-67 LI*     13 (2 – 35)  17 (3 – 33)    0.45 
 
 
*; LI中央値(min – max(%))をMann-Whitney’s U testにて解析。 
 
 
表5. DCIS83件におけるアンドロゲン産生酵素の免疫反応性と臨床病理学的パラメータとの関係 
 
 
 
Value          17βHSD5免疫反応性   P value      5αRed1免疫反応性     P value 
 
+ (n = 59)  - (n = 24)           + (n = 52)  - (n = 31)   
 
 
年齢* (年)      53 (30 – 80)  61 (42 – 69)  0.19      55 (30 – 80) 61 (39 – 77)   0.43 
 
閉経 
 閉経前       23 (28%)   5 (6%)            19 (23%)   8 (10%) 
 閉経後       36 (43%)   19 (23%)    0.18      33 (40%)   23 (28%)     0.44 
 
Van Nuys classification 
 Group 1     20 (24%)   7 (8%)            11 (13%)   16 (19%) 
 Group 2     26 (3%)   14 (17%)           26 (31%)   14 (17%) 
Group 3     13 (16%)   3 (4%)     0.43      15 (18%)   1 (1%)      0.001 
 
ERα LI*      71 (0 – 97)  87 (0 – 94)   0.12       73 (0 – 97)  79 (0 – 97)    0.48 
 
PR LI*      53 (0 – 92)  57 (12 – 87)  0.96      32 (0 – 92)  43 (0 – 93)    0.14 
 
AR LI*      73 (16 – 97) 83 (0 – 93)   0.10      54 (2 – 93)  62 (0 – 97)    0.12 
 
Ki-67 LI*     20 (2 – 35)  13 (7 – 24)   0.07      18 (3 – 35)  11 (2 – 32)    0.02 
 
 
*; LI中央値(min – max(%))をMann-Whitney’s U testにて解析。 
いずれの項目もカイ２乗検定で評価し、P-value 0.05未満を有意(太字)とした。 
 
